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O músculo esquelético é um dos maiores tecidos corporais, 
correspondendo a cerca de 40% de todo a massa corpórea 1,2. O mesmo, 
encontra-se sob constante síntese e degradação proteica, de forma a regular 
adequadamente sua massa e, portanto, manter sua função normal 2–5. Este 
tecido é caracterizado por acentuada capacidade adaptativa, podendo sofrer 
hipertrofia ou atrofia de acordo com as situações às quais é submetido 1,6,7, além 
de participar ativamente em diversos processos fisiológicos de suma 
importância, como a locomoção 8. A perda muscular progressiva durante o 
processo natural de envelhecimento ou em condições patológicas diversas é 
responsável por redução significativa na qualidade de vida e, portanto, constitui-
se, atualmente, um alvo de pesquisas científicas, em busca de um alvo 
terapêutico que seja capaz de atenuar, parcial ou totalmente, os mecanismos de 
atrofia muscular 9. 
A regulação da massa e homeostase energética, no musculo estriado 
esquelético, é sabidamente regulada de modo multifatorial, por meio de 
estímulos exógenos, como a alimentação 10 e mecanismos endógenos, dentre 
os quais se destaca a atuação de componentes neurais 11 e humorais 6,9,12, estes 
últimos que, em parte, atuam através das vias de sinalização mediadas por 
PI3K/AKT e ERK1/2, que são de suma importância para a manutenção da massa 
muscular. 
Com esta perspectiva, têm-se pesquisado a atividade de fatores 
endógenos que, através destas vias de sinalização possam reverter o quadro 
atrófico muscular. Nesse sentido, recentemente, foi descoberta a expressão de 
receptores para ocitocina (OTR) no músculo esquelético 13,14, cuja ativação foi 
responsável por estimular absorção de glicose 15,16, atuar na regeneração e 
manutenção de fibras musculares 13, assim como na proteção contra danos 
resultantes do processo de isquemia-reperfusão 17. Além disso, a estimulação 
ocitocinérgica, noutros tecidos, também foi capaz de produzir efeitos 
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semelhantes à insulina, hormônio conhecidamente anabólico para o músculo 
esquelético 18. Por exemplo, mostrou-se capaz de estimular a secreção de 
insulina in vitro e in vivo 19, ativar a via da PI3K/AKT em cardiomiócitos 20, a 
síntese de proteínas em adipócitos 21 e ativar a via de sinalização mediada por 
ERK1/2 em células foliculares 22. 
Assim sendo, a partir das evidências de que (i) a ocitocina (OT) exerce 
funções semelhantes à insulina no tecido muscular esquelético 15,21; (ii) o 
músculo esquelético expressa receptores para OT 13,15,23 e pode, ainda, ser 
parcialmente responsável pela produção desta 24 e que (iii) a estimulação 
ocitocinérgica pode realizar crosstalk com a via de sinalização da insulina, isto 
é, PI3K/AKT e ainda com a via da ERK1/2, importantíssimas para o processo de 
hipertrofia muscular; foi considerada a possibilidade de que este hormônio possa 
também estar envolvido no controle do metabolismo de proteínas musculares. 
Desta forma, no presente trabalho foi testada a hipótese de que a ocitocina (OT) 
é capaz de regular o metabolismo proteico muscular diretamente, através da 
estimulação de OTR expressos neste tecido. 
 
1.1. Mecanismos de regulação do metabolismo proteico no músculo 
esquelético 
 
Embora o músculo esquelético possua três sistemas de degradação 
proteica, dependente de ubiquitina-proteassoma (UPS) 4,9,25,26, dependente de 
Ca2+ 5,27,28 e lisossomal 7,29, o UPS é considerado de maior importância, visto que 
é responsável pela degradação de aproximadamente 80% das proteínas 
miofibrilares 29–31. 
A atividade deste complexo é dependente da expressão de uma família 
de enzimas, as chamadas ativadora de ubiquitina (E1), carreadora de ubiquitina 
(E2) e ubiquitina-ligase / Ub-ligase (E3) 7,26,32. As Ub-ligases constituem-se 
limitantes deste processo, uma vez que reconhecem os substratos proteicos a 
serem degradados. Ao fim do processo, os peptídeos são, seletivamente, 
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encaminhados para degradação pela unidade do proteassoma 26S 33. As Ub-
ligases atualmente mais estudadas são a MuRF1 (muscle ring finger protein 1) 
e a atrogina-1 (também chamada de MAFbx) 4,34,35, que estão envolvidas em 
uma série de modificações transcricionais que participam de um “programa 
atrófico” que precede a degradação de proteínas musculares 36. A transcrição 
destas ligases é regulada positivamente pelo fator genômico FoxO, que, quando 
fosforilado pela AKT, se desloca do núcleo para o citoplasma e, portanto, deixa 
de exercer suas funções 29.  
A segunda via de degradação conhecida no músculo esquelético é a 
dependente de Ca2+. A atividade deste sistema é dependente da expressão de 
cisteína-proteases denominadas calpaínas, classificadas em μ- ou m-calpaínas 
de acordo com a [Ca2+] necessária para sua ativação 27,28,37,38. Quando ativadas, 
estas enzimas promovem alterações estruturais irreversíveis nos substratos 5,28 
ou ainda promovem sua lise, diretamente 38. Este processo é mais significante 
em situações em que há alteração na homeostasia do Ca2+ nas células 28, como 
nas distrofias musculares 39. A atividade das calpaínas é afetada não somente 
pela [Ca2+], mas também por seu inibidor endógeno, a calpastatina 28,37,39,40. 
O sistema lisossomal, por sua vez, obtém seus substratos 
majoritariamente através do processo de macroautofagia/autofagia no músculo 
esquelético 41. Esse processo é mediado por uma estrutura denominada de 
autofagossomo 42, cuja formação é regulada pela expressão da família de 
proteínas atg 43. O autofagossomo sequestra porções citoplasmáticas de forma 
não seletiva 42, sendo que os principais estímulos à este processo são a 
depleção de nutrientes e ATP 42,43 e a estimulação por membros da família de 
fatores de transcrição FoxO 29,34. Uma vez formado o autofagossomo, este é 
encaminhado para o ambiente citoplasmático, onde se funde com lisossomos, 
formando o autofagolisossomo, de forma que o material em seu interior seja 
degradado pelas hidrolases contidas nesta organela 42. A capacidade 
degradativa do lisossomo é oriunda, especialmente, da atividade das isoformas 
B, D, H e L das catepsinas 44,45, que atuam no ambiente ácido desta organela e 
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também participam na quebra de proteínas miofibrilares 44. Finalizado o 
processo, os aminoácidos são exportados para o citosol, de forma que possam 
ser reutilizados 42,46. As proteínas de membrana, endocitadas, assim como as 
organelas (funcionais ou afuncionais) são os principais substratos de 
degradação do processo de macroautofagia 29,30,41. 
Embora sejam necessários estudos mais aprofundados sobre a 
seletividade e funcionalidade dos sistemas de degradação proteica, muito mais 
é conhecido acerca do processo de síntese. É sabido que, na musculatura 
esquelética, a principal via de sinalização responsável por este processo é 
aquela mediada por PI3K/AKT/mTOR 1,3, que pode ser estimulada por hormônios 
dentre os quais o fator de crescimento semelhante à insulina-1 (IGF1, do inglês 
Insulin growth factor) 1,6,9,47 e a insulina 18, considerados os principais.  
A AKT é uma serina-treonina quinase com capacidade de fosforilar 
diversos alvos citoplasmáticos e, desta forma modular sua atividade48. 
Atualmente, constituem-se os mais conhecidos alvos desta quinase, as 
proteínas mTORC1, GSK3β e o fator de transcrição FoxO 9,29. A mTORC1, é um 
potente estímulo para o crescimento celular, atuando especialmente através dos 
seus alvos p70S6K (S6K) e 4-EBP1 que, quando ativados, estimulam o processo 
de síntese proteica, de maneira indireta, modulando a atividade de outras 
moléculas 10. A GSK3β, em situação basal, inibe a atividade de diversos fatores 
responsáveis pela sobrevivência, proliferação e metabolismo celular. Quando 
fosforilada, pela AKT e/ou seu alvo S6K, é inibida e, desta forma, permite a 
continuidade dos processos acima mencionados 49. Juntos, esses são potentes 
estímulos para o processo de hipertrofia muscular. 
Além disso, a AKT também é capaz de modular negativamente a 
degradação proteica em miócitos, principalmente através da inibição da 
atividade dos sistema proteolíticos mediados pelo complexo ubiquitina-
proteassoma (UPS) 1,34,46 e sistema autofágico-lisossomal 50. 
Já fora descrito, ainda, que a via de sinalização mediada por ERK1/2, 
também possui capacidade de modulação dos processos acima descritos 9,51, 
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uma vez que compartilha de alvos semelhantes àqueles da via da AKT, 
especificamente a mTORC1 e eIF4E 49. 
Desta forma, as vias de sinalização mediadas por PI3K/AKT e ERK1/2 
certamente se constituem de suma importância para o controle do metabolismo 
proteico muscular e, assim, se estabelecem como potenciais alvos de controle 




Objetivou-se neste trabalho elucidar o possível papel da ocitocina em 
vias de anabolismo e/ou anti-catabolismo proteico no tecido muscular 
esquelético de ratas. 
 
2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
a) Avaliar o possível efeito da estimulação ocitocinérgica na proteólise total e nas 
vias de degradação proteica, isto é, ubiquitina-proteassoma, dependente de 
cálcio e lisossomal, em músculos soleus de ratas; 
 
b) Avaliar o efeito da ocitocina sobre as vias de sinalização responsáveis 
possível efeito anti-catabólico e/ou anabólico no metabolismo de proteínas em 
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3. METODOLOGIA OU DESCRIÇÃO TÉCNICA 
3.1. ANIMAIS 
Ratas fêmeas, da linhagem Wistar, com cerca de 90g, cedidas pelo 
biotério setorial da Universidade Federal de Sergipe, foram utilizadas para os 
experimentos in vitro. A utilização de animais pré-puberes não acarreta 
interferência dos esteroides sexuais no metabolismo proteico e é extremamente 
necessária visto que nos experimentos in vitro os músculos precisam ser 
aerados com uma mistura de O2 e CO2, desta forma a utilização de músculos 
obtidos de animais com porte maior impossibilitaria a difusão dos gases e dos 
nutrientes contidos no meio de incubação.  
Os animais foram mantidos no biotério do Laboratório de 
Neuroendocrinologia Básica e Comportamental, onde receberam ração 
balanceada para roedores e água ad libitum, em ambiente com ciclos claro-
escuro de 12 horas (ciclo claro: 6h00 às 18h00), temperatura mantida a ≈25ºC.   
Todos os procedimentos experimentais que foram desenvolvidos neste 
projeto foram submetidos ao Comitê de Ética em Pesquisa com Animais (CEPA-
UFS) e aprovados (CEPA nº 062/2017, ver em anexo). 
 
 
3.1.1. Grupos experimentais  
Segue abaixo, a configuração dos grupos utilizados em cada um dos 
experimentos: 
A fim de avaliar o papel do WAY-267,464, agonista ocitocinérgico, sobre 
a taxa de proteólise total em músculos soleus de ratas, as amostras foram 
divididas em 4 grupos (n=7): 
 
 
(i) Grupo controle 
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(ii) WAY 10-6M (músculos soleus inervados, incubados com WAY a 
10-6 molar) 
(iii) WAY 10-5M (músculos soleus inervados, incubados com WAY a 
10-5 molar) 
(iv) WAY 10-4M (músculos soleus inervados, incubados com WAY a 
10-4 molar) 
 
Estabelecida uma concentração de WAY capaz de atenuar a proteólise 
total no músculo esquelético, as vias de degradação (UPS, Ca2+ e Lisossomal) 
foram avaliadas individualmente. Para tal, os músculos foram separados em 4 
diferentes grupos (n=7), com os respectivos inibidores para cada via. 
 
(i) Grupo controle (músculo soleus inervados) 
(ii) Grupo controle + inibidor da via avaliada 
(iii) WAY 10-4M (músculos soleus inervados, incubados com WAY a 
10-4 molar) 
(iv) WAY 10-4M + inibidor da via avaliada (músculos soleus inervados, 
incubados com WAY a 10-4 molar e inibidor da via) 
 
Para avaliar, via Western Blotting, o efeito in vitro do WAY sobre as vias 
de sinalização ativadas pela ocitocina, isto é, as vias da AKT e ERK1/2 e seus 
alvos downstream, os músculos foram agrupados (n=4) da seguinte maneira:  
 
(i) Grupo controle (músculos soleus inervados) 
(ii) Grupo DEN (músculos soleus desnervados) 
(iii) WAY 10-4M (músculos soleus inervados, incubados com WAY a 
10-4 molar) 
(iv) DEN + WAY 10-4M (músculos soleus desnervados, incubados 
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3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 
3.2.1. Proteólise total 
Para avaliar a taxa de proteólise total em músculos soleus, foi estimada 
a concentração de tirosina [Tyr] liberada no meio de incubação, uma vez que 
este aminoácido não é degradado ou sintetizado neste tecido 39,52, logo, sua 
liberação no meio de incubação reflete a degradação proteica. 
A priori, os músculos foram coletados de ambas as patas e presos em 
comprimento de repouso em suportes apropriados. Em seguida, pré-incubados, 
por 1 hora, a 37º, com meio Krebs-Ringer bicarbonato (0,120M de NaCl; 0,015M 
de NaHCO3; 4,828mM de KCl; 1,2mM de MgSO4; 1,212mM de KH2PO4; 2,4mM 
de CaCl2 - pH 7,4) previamente aerado (O2 95% + CO2 5%) e WAY, em diferentes 
concentrações, nos grupos adequados. O estado de repouso garante uma 
absorção homogênea da solução, permitindo que as fibras mantenham um 
estado energético semelhante àquele in vivo 52. 
Uma vez finalizada a pré-incubação, o volume foi descartado e 
substituído por 3ml da mesma solução.  Os músculos foram novamente aerados, 
por um período de 60 segundos e, então, incubados por mais 1 hora. 
Após a incubação, a solução coletada foi homogeneizada junto ao ácido 
tricloroacético (TCA) 10%, nitroso naftol + ácido nítrico (1:1) e clorofórmio para 
posterior mensuração da [Tyr] por método fluorimétrico, que apresenta maior 
sensibilidade e estabilidade para esta avaliação 52. 
 
3.2.2. Avaliação das vias proteolíticas 
A quantificação da atividade das vias proteolíticas foi realizada 
individualmente, semelhantemente ao protocolo acima. Para cada avaliação, 
foram utilizados inibidores específicos de cada sistema, isto é, metilamina, 
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insulina e BCAA1, para inibir o sistema lisossomal, leupeptina e E64, para a via 
dependente de cálcio 52 e, para o sistema ubiquitina-proteassoma, o MG132 53. 
A estimação é obtida a partir da diferença entre a [Tyr] liberada do músculo 
incubado com os inibidores em comparação à da pata contralateral, incubado 
com o meio Krebs-Ringer apenas.  
 
3.2.3. Efeito in vitro do WAY nas vias de sinalização desencadeadas pela 
sinalização ocitocinérgica, em músculos inervados e desnervados 
Inicialmente, um grupo experimental foi submetido à cirurgia de 
desnervação motora (DEN) unilateral, para indução de atrofia muscular. Após 
três dias da cirurgia, tempo necessário para o aumento na atividade proteolítica 
muscular e expressão de genes relacionados à atrofia54, todos os animais foram 
submetidos à eutanásia, por deslocamento cervical e os músculos soleus foram 
incubados, por 1h, em tampão Krebs (sem cicloheximida, inibidor da síntese 
proteica) e WAY 10-4M quando adequado. As amostras foram armazenadas 
adequadamente para análise por western blotting. 
 
3.2.4. Avaliação das vias de sinalização por Western Blotting  
Os músculos foram homogeneizados com auxílio do equipamento 
Tissue LyserII, por 2 minutos na presença de tampão TRIS-HCl (50mM; pH 7,4) 
contendo 150mM de NaCl, 1mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 1% de 
deoxicolato de sódio, 1% de SDS e inibidores de proteases e de fosfatases. A 
solução homogeneizada foi centrifugada a 15.000rpm a uma temperatura de 4ºC 
e o sobrenadante coletado e armazenado a -20ºC. 
Uma vez aliquotadas, o sobrenadante e o tampão de amostra Laemmli 
(20% de glicerol, 125mM de tris, 4% de SDS, 100mM de ditiotreitol, 0,02% de 
azul de bromofenol, pH 6,8) foram misturados em uma proporção 1:1. A solução 
 
1 (do inglês, branched chain aminoacids) Leucina, Isoleucina e Valina 
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obtida foi aquecida (70ºC, 5 minutos) e submetida a eletroforese em gel de SDS-
PAGE. O método de Lowry 55 foi utilizado para determinação do volume de 
amostra a ser utilizado no procedimento de eletroforese. 
Ao final do processo, o gel foi utilizado para transferência de suas 
proteínas para membrana de nitrocelulose. O procedimento foi realizado a uma 
corrente de 400mA em sistema semi-seco por 30min.  
As membranas foram bloqueadas com uma solução de leite desnatado 
a 5% por 1 hora e, então, lavadas em solução de TBS-T (20 mM TRIS + 160 mM 
NaCl + 0,1% Tween 20) (3x de 5 minutos), para retirar o excesso da solução de 
bloqueio. Seguidamente, foram incubadas com anticorpos primários específicos 
(overnight; sob refrigeração) e posteriormente com o anticorpo secundário 
adequado, conjugado com horseradish peroxidase (HRP) (1h; temperatura 
ambiente).  
A revelação foi feita após incubação das membranas com reagente 
amplificador de quimioluminescência (ECL) no aparelho ChemiDoc BioRad®. A 
análise quantitativa das bandas foi realizada através de quantificação da 
intensidade das bandas por densitometria utilizando o software ImageLab 
BioRad®. Após serem quantificados, os valores foram corrigidos pela 
densitometria da β-actina, proteína utilizada como controle de carregamento. Em 
seguida, os resultados foram comparados com os respectivos grupos controles. 
Os anticorpos primários utilizados no western blotting foram, da Cell 
Signaling Technology (Danvers, MA), anti-AKT total (1:500), anti-pSer473AKT 
(1:500), anti-FoxO total (1:500), anti-pThr24-FoxO (1:500), anti-S6 total (1:1000), 
anti-pSer235/236-S6 (1:1000), anti-ERK total (1:1000), anti-pThr980-ERK1/2 
(1:1000), anti-GSK-3-β (1:500), anti-p9GSK-3-β (1:500). Os anticorpos anti-β-
actina (1:3000), anti-atrogina-1 (1:500) e anti-MuRF-1 (1:500) foram adquiridos 
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3.2.5. Análise estatística 
Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média 
(EPM). A análise de significância estatística foi realizada por teste t ou ANOVA, 
seguido do pós-teste Bonferroni quando necessário. O nível de significância 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
4.1. Efeito in vitro do WAY na proteólise total de músculos soleus de ratas 
 
A fim de testar a hipótese de que a estimulação ocitocinérgica, em 
músculo esquelético de ratas, seria capaz de promover regulação no 
metabolismo de proteínas, foi realizado um experimento inicial, onde músculos 
soleus foram incubados na presença do WAY-267464 (WAY), um agonista 
seletivo para receptores de ocitocina (OTR), em diferentes concentrações, de 
forma a avaliar se sua presença provocaria alteração na taxa de proteólise total 
deste tecido. 
Após a realização do procedimento, constatou-se que o WAY, em 
diferentes concentrações, 10-4, 10-5 e 10-6M, foi capaz de reduzir 
significantemente a proteólise total, em respectivamente 25,8%, 18,6% e 23,3% 
quando comparados ao grupo controle (Figura 1). 
Uma vez comprovado que as diferentes concentrações do WAY foram 
capazes de atenuar a proteólise total no músculo soleus em situação basal, um 
novo procedimento foi realizado, objetivando esclarecer qual ou quais vias de 
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Figura 1. Efeito in vitro do WAY 267464 (10-6 a 10-4M) na proteólise total em músculos soleus 
normais de ratas. Os resultados são expressos como médias percentuais ± EPM (n=6) dos 
valores de liberação de tirosina (nmol Tyr.mg-1.2h-1) de músculos incubados na presença de WAY 
em relação aos controles. *P<0.05; controle vs. WAY. Os dados foram analisados através de 
One-Way ANOVA seguido de pós-teste Bonferroni. 
 
 
4.2. Efeito in vitro do WAY na atividade das três principais vias proteolíticas 
de músculos soleus de ratas 
 
 
Foi observado que, a partir da incubação dos músculos soleus com o 
agonista a 10-4M, houve redução expressiva na atividade dos sistemas 
lisossomal (≈39%; figura 2a) e Ub-proteassoma (≈34%; figura 2b) mas sem 
alteração no sistema dependente de Ca2+ (figura 2c). 
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Figura 2. Efeito in vitro do WAY (10-4M) na atividade dos sistemas lisossomal (a), dependente 
de Ubiquitina-Proteassoma (UPS) (b) e dependente de Ca2+ (c) em músculos soleus de ratas 
normais. Os resultados são expressos como média ± EPM (n=6). *P<0.05; controle vs. WAY. Os 
dados foram analisados através de teste t. 
 
 
4.3. Efeito in vitro do WAY na sobre a expressão dos atrogenes em 
músculos esqueléticos inervados e desnervados de ratas 
Para confirmar o efeito anti-catabólico do WAY no metabolismo de proteínas 
musculares, utilizou-se um modelo clássico de indução da atividade dos sistemas 
proteolíticos, isto é, desnervação motora (DEN) unilateral por 3 dias. Como 
esperado, após 3 dias de DEN houve redução da massa de músculos soleus, em 
aproximadamente 13% (p=0,03), em relação aos músculos controle inervados 
(resultados não mostrados). Esta atrofia muscular causada pela DEN foi associada 
a um aumento na expressão do conteúdo proteico dos genes relacionados à atrofia 
(atrogenes), isto é, atrogina-1 e MuRF-1 (134% e 96%, respectivamente) em relação 
aos músculos controles (Figura 3a e b). No entanto, a hiperexpressão dos 
atrogenes foi bloqueada nos músculos soleus desnervados incubados na presença 
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do agonista de OTR quando comparado ao grupo DEN sem WAY (45% e 39% para 
atrogina-1 e MuRF-1, respectivamente) (Figura 3a). Já em músculos inervados 
incubados com WAY não houve alteração na expressão proteica dos atrogenes em 



























































Figura 3. Efeito in vitro do WAY 267464 (10-4M) no conteúdo proteico de atrogina-1 e MuRF-1 
(a) em músculos soleus normais e desnervados (DEN) de ratas. Os blottings representativos de 
atrogina-1, MuRF-1 e β-actina são mostrados em (b). Os resultados são expressos como média 
± EPM (n=3-4). *P<0.05 vs. controle. #P<0.05 vs. DEN. Os dados foram analisados através de 
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4.4. Efeito in vitro do WAY na fosforilação de AKT e FoxO em músculos 
soleus inervados e desnervados de ratas 
Considerando que a expressão dos atrogenes é conhecidamente 
regulada pela via da AKT/FoxO, uma nova análise foi realizada para quantificar 
a expressão das isoformas fosforiladas destas proteínas, utilizando os mesmos 
grupos experimentais acima descritos. Pôde-se observar que, nos músculos em 
situação basal, isto é, inervados, o WAY foi capaz de induzir um aumento (60%) 
na fosforilação da AKT (pThr473-AKT), quando comparado ao grupo controle 
(Figura 4a-b). Por consequente, a expressão de pThr24-FoxO também foi 
aumentada (29%), embora no modelo atrófico, a presença do agonista não tenha 















































Figura 4. Efeito in vitro do WAY (10-4M) no conteúdo proteico de pSer473-AKT e pThr24-FoxO (a) 
em músculos soleus normais e desnervados (DEN) de ratas. Os blottings representativos de 
pSer473-AKT, pThr24-FoxO e β-actina são mostrados em (b). Os resultados são expressos como 
média ± EPM (n=3-4). Os dados foram analisados através de One-Way ANOVA seguido de pós-
teste Bonferroni. Os traços na horizontal refletem a comparação entre os grupos DEN e DEN 
+WAY através de teste t. 
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4.5. Efeito in vitro do WAY na atividade de proteínas envolvidas nas vias de 
sinalização de PI3K/AKT e ERK1/2 
Considerando que foram observadas alterações na atividade AKT, foi 
realizada uma outra análise para quantificar a expressão de proteínas alvo desta 
e que estão envolvidas na regulação da síntese proteica muscular.  Deste modo, 
constatou-se não haver alteração significativa na expressão da isoformas 
fosforilada ERK1/2 entre os diferentes grupos. Por outro lado, averiguou-se que, 
em músculos inervados incubados na presença do WAY, houve um aumento 
significativo, de 75%, na expressão da isoforma fosforilada da proteína S6, 
pSer235/236-S6 (Figura 5a-b). Ademais, não foram vistas alterações na expressão 
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Figura 5. Efeito in vitro do WAY 267464 (10-4M) no conteúdo proteico de pSer235/236-S6, pSer9-
GSK-3-β, pThr980-ERK1/2 (a) em músculos soleus normais e desnervados (DEN) de ratas. Os 
blottings representativos de pSer235/236-S6, pSer9-GSK-3- β, pThr980-ERK1/2 e β-actina são 
mostrados em (b). Os resultados são expressos como média ± EPM (n=3-4). *P<0.05 vs. 
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A ocitocina (OT) é um neuropeptídeo hipotalâmico com ações centrais 
já bem estabelecidas 56. Embora a presença de seus receptores em diversos 
alvos periféricos já tenha sido confirmada, inclusive na musculatura esquelética 
20,23,56,57, até o presente momento, nada se conhece acerca do seu efeito sobre 
o metabolismo proteico neste tecido. 
Inicialmente, foram feitos experimentos in vitro, de forma a estabelecer 
o efeito direto do WAY, agonista seletivo para OTR, no metabolismo proteico 
muscular, especificamente na atividade proteolítica total e dos três sistemas de 
degradação proteica, isto é, dependente de Ca2+, lisossomal e Ub-proteassoma. 
Confirmou-se que o agonista foi capaz de inibir a proteólise total e este efeito foi 
associado com a atenuação das atividades proteolíticas dos sistemas Ub-
proteassoma e lisossomal. 
Os sistemas proteolíticos Ub-proteassoma e lisossomal encontram-se 
em constante atividade, mas são especialmente ativados em situações em que 
o músculo se encontra em processo de degradação, como na atrofia 4,58. Nas 
nossas condições experimentais, observou-se um aumento significativo na 
proporção dos atrogenes em músculos desnervados quando comparados aos 
músculos inervados, resultado este de acordo a descrição da literatura. Neste 
caso, a incubação dos músculos soleus desnervados com o WAY foi capaz de 
reduzir a expressão destas proteínas relacionadas à atrofia. Embora não tenha 
sido visto alteração significante no conteúdo de MurF-1 e atrogina-1 nos 
músculos inervados, isto pode ser explicado pelo fato de que, numa situação 
basal, a taxa proteolítica não encontra-se expressiva e, portanto, os atrogenes 
não são produzidos de maneira significativa 4. Desta maneira, confirmou-se que 
o efeito anti-catabólico da OT é acompanhado pela redução na atividade dos 
atrogenes e, por consequente, do sistema ubiquitina-proteassoma, além do 
lisossomal. 
Destaca-se que a atividade destes sistemas proteolíticos é regulada, em 
parte, pela proteína AKT que, quando fosforilada, previne a expressão dos 
atrogenes, envolvidos no sistema Ub-proteassoma, bem como a de LC3, 
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envolvida na formação do autofagossomo 50. Desta forma, músculos inervados 
e desnervados foram incubados com o mesmo agonista, de modo a esclarecer 
se a redução na atividade destes sistemas foi, pelo menos parcialmente, 
promovida pela via de sinalização mediada pela AKT.  
De fato, observou-se que a atividade desta quinase sofreu aumento 
significativo em músculos inervados incubados com o WAY, quando comparados 
ao grupo controle, indicando que a ocitocina realmente pode atuar através desta 
via de sinalização no músculo esquelético em situação basal. Nos músculos 
desnervados, todavia, este aumento não foi comprovado. Sabe-se atualmente 
que outros fatores endógenos são capazes de causar efeito anti-atrófico no 
músculo esquelético através de outras vias de sinalização. A estimulação beta-
adrenérgica, por exemplo, atua de forma independente da AKT, provavelmente 
através da atividade da quinase PKA 59,60. Por conseguinte, acreditamos que a 
atividade anti-catabólica da OT, neste caso, independe da via de sinalização 
mediada pela AKT. 
Esta, ainda, é responsável por promover a regulação na atividade de 
outros alvos citoplasmáticos (efeito não genômico) 50 e, portanto, buscou-se, da 
mesma maneira, quantificar a atividade das demais proteínas de forma indireta, 
através da mensuração de suas isoformas fosforiladas. No entanto, não foi 
observada alteração expressiva na fosforilação da proteína GSK3β. Sabe-se que 
a redução na atividade desta quinase através de sua fosforilação afeta a 
atividade de vários fatores de transcrição, dentre os quais, o eiF2, e portanto, 
culmina com um aumento da síntese proteica 61. Neste caso, podemos afirmar 
que o estímulo à síntese proteica causada pela ocitocina independe da GSK3β. 
Por outro lado, aferiu-se também a proporção da S6K em relação ao grupo 
controle. Esta é uma proteína-alvo de ambas a AKT e mTORC1, e sofreu 
aumento significativo na sua atividade em ambos os grupos WAY e DEN. A 
proteína S6K, também chamada de S6 quinase, atua como reguladora de, pelo 
menos, nove substratos, embora não se saiba muito sobre o efeito da 
fosforilação desta proteína sobre a atividade biológica de seus substratos 62. O 
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principal e mais conhecido substrato conhecido desta quinase é a proteína 
ribossomal S6, ou rpS6, que quando fosforilada pela primeira resulta em 
aumento na atividade de gênese proteica 63,64. 
Interessantemente, a mesma proteína também sofreu hiperexpressão 
em músculos desnervados. Considerando a característica plástica da 
musculatura esquelética, acredita-se que este efeito possa ser decorrente de um 
rearranjo proteico necessário para remodelação do sarcômero numa situação de 
atrofia muscular. Em concordância, altos níveis desta quinase já foram 
encontrados em músculos submetidos a diferentes modelos catabólicos e pode 
representar um mecanismo de atenuação da perda de massa muscular durante 
situações de atrofia 65. 
Ademais, existem relatos que comprovam que a estimulação dos OTR 
pode culminar com a ativação da via dependente da ERK1/2 22,66, que 
sabidamente  promove a proliferação de mioblastos 67  e atua na diferenciação 
e hiperplasia do músculo esquelético 68. Por isso, considerou-se, também, 
mensurar a atividade desta proteína, contudo, não houve diferença no conteúdo 
de sua isoforma fosforilada. Deste modo, acredita-se que os efeitos até aqui 
discutidos, mediados pela OT na musculatura esquelética, sejam promovidas de 
forma independente da via de sinalização mediada por ERK1/2 e, por 
consequente, aconteçam através da via dependente de PI3K/AKT, pelo menos 
parcialmente. 
Em conjunto, os dados obtidos neste trabalho indicam que a estimulação 
ocitocinérgica produz efeito anti-catabólico e anabólico no metabolismo de proteínas 
em músculo tipicamente oxidativo (soleus) de ratas e sugerem que a OT pode ser 
um regulador fisiológico da massa muscular esquelética. Ademais, é possível 
especular que a OT realiza um crosstalk com a via de sinalização ativada pela 
insulina. Como é sabido a via da PI3K/AKT estimulada pela insulina é a principal 
responsável pelos efeitos anabólicos e anti-catabólicos deste hormônio no tecido 
muscular 69. Ademais, considerando que o receptor para OT, ativa a proteína Gαq 
56 , pode-se inferir que a PKC também possa estar envolvida na ativação da AKT. 
De fato, Greco; Storelli; Marsigliante (2006) demonstraram que a bradicinina, por 
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meio de receptores B2, os quais são receptores acoplados a proteína G (αq) ativa a 
via PI3K / AKT através da PKC resultando na proliferação de células MCF-7, 
indicando que esta quinase pode ser um mediador importante da ativação da AKT 




A partir dos resultados obtidos, é possível concluir que, em músculos 
soleus de ratas, a estimulação ocitocinérgica: 
 
(i) In vitro, é capaz de promover ação anti-catabólica direta no 
metabolismo de proteínas musculares, através de atenuação dos 
sistemas proteolíticos lisossomal e ubiquitina-proteassoma; 
(ii) Este efeito anti-catabólico parece ser decorrente de um crosstalk 
com a via de sinalização da AKT/FoxO; 
(iii) E que, embora a velocidade de síntese proteica não tenha sido 
mensurada, a ativação da S6 indica que a síntese de proteínas 
também é estimulada diretamente pela OT. 
 
6. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
Os resultados deste estudo agregam importante contribuição para 
compreensão de como o neuropeptídeo OT atua no controle da massa muscular 
esquelética. Nesse contexto, sabendo da necessidade de se desenvolver 
fármacos que atenuem a perda da massa muscular em diferentes condições 
atróficas, pretendemos dar continuidade as pesquisas com a OT de forma a 
melhor elucidar o seu papel no controle do metabolismo de proteínas em 
músculos esqueléticos. Para tanto, constitui-se como perspectivas: (i) avaliar o 
efeito direto da OT na síntese de proteínas in vitro; (ii) investigar se a via de 
sinalização ativada pelo OTR é dependente de Gαq; (iii) identificar o papel da 
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estimulação ocitocinérgica in vivo na massa muscular de roedores; e, (iv) avaliar 
a possível contribuição da insulina no possível efeito anabólico induzido pela 
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